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Patentanapriiche : 

1) Verfahren z u r Beatimmung der Konzentration biologiacher 
•Substanzen in Mehrkomponenten-Syatemen auf der Gruhdlage der 

Spektroskopie der inneren Totalreflexion im « u ltravioletten« 
u nd "aicbtbaren" Spektralbereioh 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

zum Regenerieren einer optiscb sauberen Oberflache des Reflexions- 

elementea eine transparent, hochbrechende Substanz als aus- 

wechselbare Zwischenschicht zwischen Reflexion selement (1) 

u nd Probe (2) verwendet wird. 

2) Verfahren nach 1 

dadurch g e k e n n . e i o h n e t, daB 

zur Regeneration der optisch sauberen Oberflache eine flussige 
hochbrecbende Zwischenschicht (3) verwendet wird. 

5) Verfahren naoh 1 und 2 

dadurch gekennzeichnet, daB 
zu r Erlangung einer gleichmaMgen , dUnnen &chicht (3) erne 
dUnne i'olie mit Offnung (4) benutzt wird, die auf aas Reflexions- 
element (1) so aufgelegt let, daB die Ref lexionsstellen im 
Bereich der Offnung Uegen, und daB weiterhin die Jaiieeigkeit 
( 5 ) in diese Offnung eingebracht und gleicbmaBig verteilt ist. 

4) Verfahren nach 1 

dadurch gekennzeichnet, dafl 
sich das Reflexionselement (1) in opUacnem Kontakt (6) mit 
einem dUnnen Objekttrager (5) aus dem gleichen oder hoher 
brechendem Material befindet. 

b) Verfahren nach 1 und 4 

dadurch gekennzeichnet, daB 

der Ob 3 ekttrager (5) mit einer Aufdampf schicht (7) aus hoch- 

brechendem Material veraehen ist. 
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6) Verfahren nach 1 bis 5 

dadurcfa gekennzeichnet, daB 

ala reversible Oberf lacJienbeachichtung ((3)bzw.(4)) beziefaungs- 

weise Schicht (5) ein hochbrechender ££unstatof±- verwendet ist. 

7) Verfahren nach 1 bis 6 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Schichten bzw. Beacfaicirtungen fur jede Mesaung erneuert 

werden. 
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VERFABREN ZUH BESTIMMUNG DBR KONZENTRATION BIOLOGISCHER SUBSTANZEIT 
IN MEHEKOMPOIJEirTEKSYSTEMBN AUP DBR GRUNDLAGE DER SPEKTKOSETOPIE DER 
IMEREU TOTALRIELEXION IM "ULTRA VI OLETTEN" UND . " SICHTBAREN" 
SEEKTRALBEREICH 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren auf der Grundlage der 
Spektroskopie der inneren Totalreflexion zur Bestimmung der Kon- 
zentration biologischer Substanzen in Mehrkomponentensystemen 
dttch Auswerting dee Absorptionsspektrums im ultraviolet ten ftjV). 
unci siehtbaren (VIS) Spektralbereich. Ein derartiges Verfahren ist 
▼on groflem praktischen Interesse, denn ee erlaubt Messungen mit 
geringaten Probenmengen direkt im biologischen Milieu. 
Bach dem Stand der Technik ist die Methode der inneren. Reflexions- 
spektroskopie ein fiir den infraroten Spektralbereich unter dem 
Hamen A TR( attenuated total reflection) - Spektroskopie seit 
ISngerer Zeit eingefuhrtes Verfahren /1/. Jedoch war eine Anwendung 
auf nicht dehydrierte biologisohe Substanzen praktiach unmoglich, 
da im IR die Absorption des Wassers stark hinderlich ist. 
Einer Anwendung dieser Methode im UV - VIS Spektralbereich stand 
entgegen, daB erst in den letzten Jahren wasser- und lSsungs- 
mittelresistente, hoohbreohende Glaser mit ausreiohender optischer 
Qualitfit erhaltlich sind. Aber damit allein ist ein wirtschaftlicher 
Einsatz des Verfahrens noeh nicht gegeben, denn durch Adsorption 
der Biomolekule an den Oberfl&chen sind reproduzierbare Dlessungen 
auflerordentlich erschwert. 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe z u Grunde, die bestehenden 
Mangel und Erschernisse eines solohen Verfahrens zu behejjen 
und damit ttberhaupt erst eine wirtschaf tliohe Hutzung zu ermSglichen 
ErfindungsgemSB wird dies gelSst durch die Verwendung einer 

- 2 - 



030010/0465 



2837769 



eotweder fliissigen oder festen Oder elastiBchen reveraiblen 
Oberflaohenbeschichtung, wie im *olgenden ausgefiihrt. 
Eine Prinzipskizze einea Meflaufbaus fur innere fief lexionsspektro- 
akopie iat in Figur 1 dargeatellt . Von einer Lichtquelle aus- 
gefaend wird ein mSglichst gut kollimiertea Lichtbiindel erzeugt. 
Das licht durchaetzt dann senkrecht die Mntrittsflache des 
Reflexionaelementes (1), und wird dann bei geeigneter Wahl des 
Einfallawinkels Q im Inneren des Ref lexionselementea (1) total 
reflektiert. ( Die Anzahl der Reflexionen faangt von der Geometrie 
de8 Reflexionaelementes ab u nd sollte dem jeweiligen Mefiproblem 
angepaaat sein. Die Auswahl der geeigneten Form einea Reflexiona- 
elementes erf olgt nach analogen Gesichtspunkten wie im Infraroten 
Spektralbereich Die bei Totalref lexion im optisch diinneren 

Medium -das ist die zu untersuchende Substanz- (2) auftretende 
quergedampfte Lichtwelle wird n u n von dieaem Medium beeinfluast 
und damit andert sich die spektrale Zusammenaetzung dea ein- 
geatrablten Lichtes. Diese Anderung wird als AbsorptionsBpeKtrum 
dann wie ublich registriert, also z.B. mit Spektrometer , Pfaoto- 
detektor, Verstarker und Sohreiber, und anschliefiend geeignet 
ausgewertet . 

Im TJV - VIS Spektralbereich liegt die Eindringtiefe der mer- 
ged amf ten Lichtwelle in einem Bereich von etwa 0,05 bis 0,5 ^u 
und da weiterhin die Peldstarke der Lichtwelle mit zunehmender 
Eindringtiefe exponentiell abfallt, iat die Erzeugung u nd Wieder- 
heratellung aauberer und reproduzierbarer Oberfl&chen von grund- 
legender Bedeutung. 

ErfingunsgemfiLB wird dies durch Aufbringen einer ausweohselbaren 
OberflacfaenacMcht erreicht. Da die Eindringtiefe von dem Unter- 
schied des Brechungsindexes (BI) n der Probe (2) und des Reflexions- 
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elementes (RE) (1) abbangt iat ein moglichst hober BI des HE (1) 
und somit auch der Oberflachenbescbicbtungen (3,5,6,7) notwendig. 
Hierfiir kommen eine Reibe von Subatanzen in Frage u nd zwar sowohl 
feste wie fliissige. Denwufolge gibt es auch mebrere verscbiedene 
MBglicbkeiten eine reversible Oberf lacbenschicht berbeizuf ttbren . 

1 ^ Pltis3i fibe3cnicht u ng; (s.a. Figur 2) 

Auf die Oberf lacfae des HE (1) wird eine Maske mit zen- 
traler Offnung (4) aufgelegt. In die Offnung wird eine 
geringe Menge der hoobbrechenden Flttssigkeit (3) getropft 
und mit einem Spatel oder abnlich glatt gezpgen, sodafl 
vermittels der Haftung durcb Randapannung eine Flussig- 
keitsscbicbt in gleicber Dicke, wie die der umgebenden 
Maske erreicbt wird. Die ScbicbtdicKe sollte aufierat 
gering sein. Sodann wird die Probe (2) uberacbicbtet . 
(Daran anschliefiend kann das ATR-Spektrum gemeasen werden). 
Man mil* daber von der bocbbrecbenden Fliissigkeit (3) 
fordern, daB sie aicb nicht mit der Probe miacben oder 
eine storende cbemiscbe Verbindung eingehen darf . 
Nacb der Mesaung werden Maake (4) und bochbrecbende Jrlus- 
aigkeit (3j vom RE (1) abgewiscbt; eine ne u e Make wird 
aufgelegt, mit der ^Kissigkeit gefullt .. u sw. 

Ala bochbrechende Flussigkeiten kommen in Frage s 

a) ImmereionsBle wie z.B. Br 4 (CH) 2 od. C^Br etc. 

b) Polymere wie Polyvinylcarbazol etc. 

c) Harze 
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2) g ate Beachichtung (s.a. i'igur 3 u nd 4) 
2i_5i5jg£££j>chicht (Fig. 3) 

Ein diinner transparenter ObJeicttragei 5 2ua einem hochbrechen- 
dem Material wird mittels einer geeigneten Immersions- 
fltissigJceit (6) in optiachen Kootakt mit der Oberflfcche 
des HE (1) gebracht. Im einfachsten i* l all besteht das 
Plattchen (5) aua dem gleiciaen Material wie daa EE (1). 
Ea kann jedoch auch aua einem anderen geeigneten Material 
mit hohem BI aein - z.B. aua einem Polymer, das einen 
wesentlich hdheren als unlsr 1b geforderten Polymerisations- 
grad hat und somit feat ist. - 

* 1 J***™* acbs chich t _ ( Fig . 4 ) 

Urn an der Grenzflache z u r Probe (2) einen noch hoheren 
BI z u erreichen, kann man das u nter 2a erwahnte Plattchen 
(5) auch noch mit einer hochbrechenden Aufdampf schicht (7) 
versehen (z.B. ZnS Oder Ti0 2 ). Das Plattchen (5) selbst 
iat dann wieder vermittels einer Immersionsf liissigkeit (6) 
im optiachen Kontakt mit dem RE(1). 

Bei beiden Methoden 2a und 2b sind die Objekttrager (5) ahnlich 
wie unter 1 Einwegartikel. 

Ifeben dem Vorteil einer *egenerierbaren Oberflache hat das be- 
schriebene Verfahren einen weiteren Vorzug. Bei geeigneter A u s- 
wahl der Beachicht u ng ist es moglich die Adsorption bestimmter 
Substanzen aua der Probe z u prpvozieren u nd somit eine erhbhte 
Uachweisempfindlichkeit zu erreichen. 

Die Auswertung der so gewo.nenen Spektren kann dann nach dem Stand 
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der Technik erf olgen . Es sei daraufhingewiesen, daI3 es fUr eine 
Vielzahl von Problemstellungen nicbt notwendig ist einen Kon- 
tinuumsstrahler als Idcfatquelle zu verwenden> sondern dafl mit 
Torxeil Mehr-Linien-Strahler (Spektrallampen) Verwendung find en 
konnen; dann namlich, wenn es ausreicfat die relativen Absorptionen 
an mehreren Stellen im Spektrum su messen. 
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BASIC- ABSTRACT: 

The concn. of biological substances in mult i- component systems is determined by a 
spectroscopic recording of the total internal reflection in an ultraviolet and 
visible range of the spectrum. To regenerate an optically clean surface of the 
reflection element, a transparent solid or liquid substance with a high refractive 
index is inserted as an intermediate layer between reflection element and sample. 

This removes the difficulty of absorption of the biomolecules on the surfaces and 
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AB A glass plate is coated with a very thin layer of a highly refractive liq. 
such as the immersion oils Br4(CH)2 and C10H7Br / polyvinylcarbazole or 
other polymer, a resin, etc., or with a. solid polymer on which a layer of 
ZnS, Ti02, etc. may be deposited. A sample of lower refraction is placed 
on the exchangeable coating, and UV on visible light is admitted to the 
sample through the glass and the coating. The attenuated total reflection 
in the sample alters the spectral compn. of the incident light which is 
recorded as a change in the absorption spectrum. 



